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(54)TWe: H.UORESCENT PROTEINS AS Cm^TYPE SPECIFIC REPORTER 

(54) Bezeichnung: FLUORESZIERENDE PROTEINE ALS ZELLTYPSPEZIFISCHE REPORIER 

(57) Abstract 

The invention relates to embryonic st«n cells (ES cells) of non-human mammals, which are transfectcd in a stable manner witfi a 
DNA construct, which comprises a DNA sequence coding for a non-cell destructive fluorescent protein and a cell or development-dependent 
promoter which is operationally linked to said DNA sequence. The invention also relates to a method for producing said ES cells; to a 
cell culture which can be obtamed by cultivating ES cells; to a method for toxicological monitoring of substances using said cell cultures; 
to a method for producing tiansgenic non-human mammals using ES cells; to a transgenic nonr-human mammal which can be obtained 
accoiding to said method and to a method for examining cell development stages using cells finom a non-human mammal. 

(57) Znsammenfassnng 

Die Erfindung betiifft embryonale Stammzellen (ES-ZcUcn) nicht-menschlicher Sanger, die mit einem DNA-Konstnikt stabil 
transfiziert sind, das eine fiJr ein nicfat-zellschadigendes fluorcszicrendcs Protein codiereode DNA-Sequenz und einen mit dteser 
DNA-Sequenz operativ veikntlpften, zell- und/odcr cntwicklungsabhtogigcn Promoior umfoet; ein Verfohren zur Heistellung diescr 
ES-Zellen; eine Zellkultur ertiflltlich dureh Kuldvieren der ES-Zcllen; ein Veifahren zur toxikologischen PrQfung von Substanzen unter 
VerwendungdieserZellkulniren; ein VerfiahrenzurBzcugungtimigenernicht-inenscMdicrS einen 
durch dieses Verfahreo eiliaitlicfaen tiansgenen nicht-menschlicfaen Sfluger und ein Verfahren zmt Untersuchung von Zellentwicklungssttifen 
unter Veiwendung von Zellen eines solchen mcht-mensclilidien Sftugm. 
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Fluoreszierende Proteine als zelitypspezifische Reporter 

Die Erfindung betrifil die Verwendung von nicht-zelischddtgenden fluoreszierenden 
Proteinen als zelitypspezifische Reporter. Im einzelnen betrifft die Erfindung em- 
bryonale Stammzellen (ES-Zellen) nicht-menschlicher Sauger; die mit einem DNA- 
Konstrukt stabil transfiziert sind, das eine fur ein nicht-zellschSdigendes fluoreszie- 
rendes Protein codierende DNA-Sequenz und einen mit dieser DNA-Sequenz ope- 
rativ verknupften, zell- und/oder entwtcklungsabhangigen Promotor umfa&t; ein Ver- 
fehren zur Hersteilung dieser ES-Zellen; eine Zellkuitur erhSKiich durch Kuttivieren 
der ES-Zelien; ein Ver^hren zur toxikoiogischen PrOfung von Substanzen unter 
Verwendung dieser ZellkuKuren; ein Verfahren zur Erzeugung transgener nicht- 
menschllcher Sauger unter Verwendung der ES-Zellen; einen durch dieses Verfah- 
ren erhaltlichen transgenen nicht-menschlichen Sauger und ein Verfahren zur Unter- 
suchung von Zellentwicklungsstufen unter VenA/endung von Zeilen. eines soichen 
nicht-menschlichen Saugers. 

Embryonale Stammzellen (ES) sind Grundlage sowohl fur die Erzeugung transgener 
Tiennodelle, als auch fQr den Einsatz in in vitro Zelikultursystem. Bisher wurden die 
sich aus ES-Zeilen diffierenzierenden ZelKypen dadurch identifiziert, dafi sie durch 
AntikfirperfSrbung bzw. durch in situ-Hybridislerung mit Antisense-Oitgonukleotiden 
gekennzelchnet wurden. Dazu mu&ten allerdings die Zeilen zuvor fixiert werden. 
Alle bisherigen Verfahren eignen sich nicht fQr anschlie&ende funktionelle Untersu- 
chungen mit den von ES-Zellen dHferenzierten, unterschiedlichen Zelitypen. Die bis- 
her einzige Methode, um funktionelle Untersuchungen an ES-Zell-abgeleiteten Zell- 
derivaten in vivo durchzufuhren, bestand in der morphologischen Identifizierung. 
Dies gelang, wenn auch nur sehr unbefriedigend. faei den Herz- und Skelettmuskel- 
zelten, da diese sich durch Kontraktionen auszeichneten. Schon bei den nicht kon- 
trahierenden Ventrikeizellen war die Erkennung fiir funktionelle Untersuchungen 
schwierig. So wird im Maltsev et a!., 1994, Circ Res., 75, 233 - 244 und DD-299439 
A5 ein Model! beschrieben, in dem die Drfferenzierung von Herzzellen 
(Kardiomyozyten) ausgehend von einer sehr fruhen Entwicklungsstufe bis zur spe- 
ziaiisierten Schrittmacher-, ventrikulSren-, oder atrialen Herzzelle in vitro stattfindet 
(Maltsev et al., 1994, Circ Res., 75, 233 - 244). Zu diesem Zweck werden totipotents 
embryonale Stammzellen (ES-Zeilen) der Zellinte D3 unter den folgenden Zelikul- 
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turbedingungen in Kardiomyozyten differenziert: Die Zelien werden 2 Tage in einem 
hangenden Tropfen angesetzt, dann 5 Tage in Suspension gehalten und anschlie- 
fiend ausplatiert (Mattsev et ah. 1994, Circ Res., 75, 233 - 244). Innerhalb von 1-2 
Tagen nach der Platiemng bilden sich spontan schlagende Areale innerhalb dieser 
"Embryoid Bodies" (EB's). Aus diesen Arealen kOnnen mit Hilfe enzymatischer Ver- 
dauung (Kollagenase) einzelne Kardiomyozyten dissoziiert werden, die funktioneilen, 
molekularbiologischen und morphologischen (Immunhistochemie, Elektronen- 
mikroskopie) Untersuchungstechniken wahrend den verschiedenen Differenzie- 
rungsstadien zugangiich sind. Neben den Kardiomyozyten befinden sich in den so 
erzeugten EE's unter anderem auch neuronale Zelien, Gliazellen, hamatopoietische 
Zellen. Endothelzellen (fruhe Kapillare), glatte Muskelzellen, Skelettmuskelzellen, 
Knorpelzelien, Fibrobiasten und Epithelzellen. 

Daruber hinaus sind in der letzten Zeit bioluminiszente Proteine wie Green Fluore- 
scent Protein (nachfolgend GFP) beschrieben worden (Prasher et al., Gene, Vol. 1 1 1 
229 - 233 (1992), die als Marker fur Genexpression vorgeschlagen werden (Chalfie 
et aL, Science. Vol. 263, 802 - 805 (1994)). So ist in der WO-A-95/07463 und WO-A- 
96/27675 das Transfonnieren von Zelien mit GFP offenbart. Die Transformation von 
Saugerzellen, insbesondere deren ES-Zelien mit einer fur GFP codierenden DNA- 
Sequenz ist jedoch weder in dieser noch in einer anderen Druckschrift beschrieben 
worden. 

Herz-Kreislauferkrankungen gehoren immer noch zu den hSufigsten Todesursachen 
in den westlichen industrielandem. Nur durch intensive Grundlagenforschung auf 
diesem Gebiet konnen die pathophysiologischen Ursachen erkannt und neue The- 
rapieansatze gefunden bzw. toxikologische Verandemngen beschrieben werden. FQr 
die Untersuchung zur Pathogenese von Herz-Kreislauf Ertcrankungen und zum 
Testen neuer pharmakologischer und toxikologischer Substanzen werden Modelle 
benotigt. die einerseits auf den Menschen ubertragbar sind, andererseits aber die 
aufwendigen und kostenintensiven Tien^ersuchsmodelle ersetzen konnen. Im Jahr 
1991 wurden noch uber 2 Millionen Tiere allein in den alten Bundeslandern bei 
Tien/ersuchen eingesetzt. 

Ein in letzter Zeit immer wichtigerer Ansatzpunkt der pharmakolo- 
gisch/toxikologischen Forschung ist die Herzdifferenzierung. Aus der stereotypisch 
ablaufenden Herzzellentwicklung konnen Ruckschlusse auf pathologische und toxi- 
kologische Verandemngen von Kardiomyozyten gezogen werden. So ist z.B. be- 
kannt, da& bei der kardialen Hypertrophie (Yamazaki et al., J. MoL Cell Cardiol. 
27(1):133 - 140 (1995)) und Herzinsuffizienz (Johnson et al.. Biochem. Phamiacol. 
45(12):2365 - 2372 (1993)) der Rezeptorstatus und die intrazellulSren Signalkaska- 
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den gestdrt sind. Diese pathologisch verdnderten Kardiomyozyten ahnein teilweise 
wieder Herzzellen friiher Differenzierungsstadien. 

Die zur Aufkiarung der Eigenschaften von Herzzeiien fruher Differenzierungsstadien 
notwendigen Untersuchungen kannen am Tier jedoch technisch nur schwer und, 
falls uberhaupt in sehr aufwendigen Studien durchgefuhrt werden: Am 12.-13. Tag 
ist es fruhestens m6glich, Kardiomyozyten aus einem MSuseembryo zu praparieren. 
diese Zellen entsprechen jedoch nicht mehr einer fruhen kardialen Differenzierungs- 
stufe. Eine detaillierte Analyse der Rezeptorexpression wahrend verschiedener Dif- 
ferenzierungsstadien erfordert einen sehr hohen Aufwand an Tiermaterial und ist - 
wie vorstehend ausgefuhrt - technisch nur schwer durchfOhrbar. Ebenso ist die Be- 
obachtung der Entwicklung einer relativ undifferenzterten Herzzeile Qber mehrere 
Tage bis Wochen hinweg am Tiermodell nicht mdgiich. Um den Einsatz neuer The- 
rapeutika, z.B. inotroper Substanzen oder Antiarrhythmika bzw. toxischer Stoffe, z. 
B. Schwermetalle oder Retinoide, auszutesten, muB im Tierversuch ein wochenlan- 
ges, invasives Monitoring an Tieren z.B. Schweinen durchgefuhrt werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand nun darin, ein Zellkulturverfahren 
bereitzustellen, das eine einfache Charakterisierung der lebenden Zellen ermfiglicht 
und funktionelie Untersuchungen zulSQt und nicht wie die bisherigen Verfehren auf 
Reportergenen wie z.B. Lac-Z (Niwa et al., 1991, Gene 108, 193-199; Wobus et al., 
1996, J. Cell MoL CardioL; Metzger et al., 1996 Circ. Res., 78, 547-552) beruht, de- 
ren Expression nur nach Zellfixierung und unter Zuhiifenahme eines spezifischen 
Substrates nachgewiesen werden kann. 

UberraschendenAreise wurde gefunden, (ia& ES-Zellen mit einem DNA-Konstrukt, in 
dem ein fur ein nicht-zellsGhSdigendes fluoreszierendes Protein codierendes Gen mit 
einem zell- und entwicklungsabhangigen Promotor gekoppelt ist, mittels Elektropo- 
ration stabil transfiziert werden konnen. Dieses Konstrukt wird dabei in die native 
DNA integriert. Nach spezifischer Aktivierung intrazellulSrer Signale wird der Promo- 
tor aktiviert und das fluoreszierende Protein exprimiert. Somit kfinnten ES-Zeilen, die 
zu einem gewissen Zeitpunkt der Drfferenzierung einen zellspezifischen Transkrip- 
tionsfaktor aktivieren, anhand der Fiuoreszenz-Emission unter Fiuoreszenzanregung 
erkannt werden. 

Die voriiegende Erfindung betrifft somit embryonale Stammzellen (ES-Zellen) nicht- 
menschiicher Sauger, die mit einem DNA-Konstrukt, umfassend 
* eine fOr ein nicht-zellschSdigendes fluoreszierendes Protein codierende DNA-Se- 
quenz und 
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- einen mit dieser DNA-Sequenz operativ verknupften, zell- und/oder entwicklungs- 
abhangjgen Promoter 
stabil transfiziert sind. 

Bevorzugt stammen die ES-Zellen von Nagem, insbesondere von Mausen. Beson- 
ders bevorzugte ES-Zellen sind dabei D3-Zellen (Doetschmann et al., J. EmbryoL 
Exp. Morphol. 87. 27 (1985)), R1-Zellen (Nagy et al., PNAS (1995)). E14-Zellen 
Handyside et at., Roux Arch. Develop. Biol. 198, 48 (1989)), CCE-Zellen (Bradley et 
a!.. Nature 309, 255 (1985)) und P19-Zeilen (Mummery et al., Dev. Biol 109. 402 
(1985)). 

Als „nlcht-zellschadigendes fluoreszierendes' Protein" konnen gemaS der vorliegen- 
den Erfindung das Green Fluorescent Protein (GFP) aus der Qualle Auequorea 
Victoria (beschreiben in WO-A-95/07463. WO-A-96/27675 und WO-A-95/21191) und 
dessen Derivate „Blue GFP" (Heim et al., Curr. Biol. 6(2):178 - 182 (1996)) und „Red- 
shift GFP" (Muldoon et al.; Biotechniques 22(1):162 • 167 (1997)) venvendet warden. 
Bevorzugt ist dabei das grOn fluoreszierende GFP, insbesondere die in dem hinter- 
legten Stamm DSM 11633 befindliche GFP-Mutante. 

Unter den Begriff „zell- und/oder entwicklungsabhangiger Promoter" ist gemaB der 
vorliegenden Erfindung ein Promoter zu verstehen. der nur in gewissen Zelltypen 
und/oder nur in gewissen Zellentwickiungsstadien - sowohl in Zellkulturen (Embryoid 
Bodies) als auch in transgenen nicht-menschiichen Saugem, die von den erfin- 
dungsgemS&en ES-Zetien abstammen - seine Promotortatigkeit entfaltet. Daneben 
kann aber auch jeder andere bekannte zelispezifische Promoter fQr z. B. Nervenzel- 
len. Herzzellen, neuronaie Zelien, Gliazellen, hamatopoietische Zellen, Endothelzel- 
len. glatte Muskelzellen, Skelettmuskelzellen. Knorpelzellen, Fibroblasten und Epi- 
theizeilen eingesetzt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist der Promoter ein fur Herz- 
zellen spezifischer Promoter. Insbesondere sind die folgenden Promotoren zu nen- 
nen: SMHC Minimal Promoter (spezifisch fur Glattmuskelzellen, Kallmeier et al., J. 
Biol. Chem. 270{52):30949 - 30957 (1995)); Nkx-2.5 (spezifisch fur sehr frtihe Kar- 
diomyozyten. Unts et al.. Development. 119(2):419 - 431 (1993)); Human-a-Actin 
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(spezifisch fQr Herzgewebe, Sartorelli et ai.. Genes Dev., 4(10):1811 - 1822 (1990)), 
MLC-2V (spezifisch fUr Herzkammem. O'Brien et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
90(11):5157 - 5161 (1993) und WO-A-96/16ie3). 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist das DNA-Konstmkt noch weitere funk- 
tionelle DNA-Sequenzen, insbesondere Enhancer und Selektionssequenzen auf. 
Seiche Selektionsequenzen sind z. B. Neomycin und IHygromycin. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin, ein Verfohren zur Herstellung der erfin- 
dungsgema&en E&-Zeilen, unifassend 

- Einbringen eines vorstehend deflnierten DNA-Konstrukts in Ausgangs-ES*Zellen 
nicht-menschiicher SSuger und 

- Screenen nach stabil transftzierten ES-Zelien. Das Einbringen kann dabei auf jede 
dem Fachmann bekannte Art und Weise erfolgen. Die Elektroporation ist jedoch be- 
vorzugt. Das Screenen erfoigt vorzugsweise mit Hilfe der in dem DNA-Konstrukt vor- 
handenen Selektionssequenzen. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfeiils das vorstehend beschriebene DNA-Kon- 
strukL Bevorzugte Konstrukte sind dabei die in Figur 1 und 2 abgebildeten Reporter* 
konstrukte pCX-(S-act)GFP-Neo und pCX-(a-act)GFP-Neo (DSM 11633). 

nip PrfinHtinn h^friW Ahianfallc ^Ino 7Alltri tHt ir mif 7otlH/i^enATiffi»/«KAr c:%,^mt^^\^r% 

nes nicht-zeilschadigenden fluoreszierenden Proteins erhaltlich durch Kultivieren der 
erfindungsgema&en ES-Zellen. in einer bevorzugten Ausfuhrungsform liegen die 
Zelien ais Aggregate (Embryoid Bodies) vor. Das Herstellen des Embryoid Bodies 
erfoigt dabei gemSQ Standardverfehren wie z. B. die Methode des „hlingenden Trop- 
fens" Oder Methylzellulosekuttur (Wobus et al.. Differentiation (1991) 48, 172 - 182). 

Diese Zellstrukturen konnen in Verfahren zur toxikoiogischen Untersuchung von 
Substanzen, z. B. Retinoide, Schwemietall und Phannaka, venA/endet werden. Sie 
besitzen wesentliche Vorteile gegenQber alien bisher venvendeten 
Zellkulturmodellen: 
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a) Die iebenden, unfixierten Zeilen kdnnen in ihrer Differenzierung beobachtet wer- 
den, so kann z. B. das Wachstum der Herzzellen im schlagenden Areal kontinu- 
ierlich beobachtet werden. 

b) Zeilen Im frOhen Entwicklungsstadium kfinnen elektrophysiologischen und ande- 
ren MeBmethoden zuganglich gemacht werden, da sie als fluoreszierende Zeilen 
leicht zu erkennen sind (siehe Figur 3). Dies bedeutet eine wesentiiche Vereinfa- 
chung der funkttonellen Untersuchung dieser Zeilen. 

c) Eine Einzelzeil-Praparation bedeutet einen Veriust von Zeilen. Um die geringe 
Zahl der noch vorhandenen Zeilen sichtbar zu machen, sind die das fluoreszie- 
rende Protein exprimierenden Zeilen vorteilhaft Das Vefahren la&t sich durch die 
FACS-Sortierungsmethode erganzen, wodurch homogene Zellpopulationen ge- 
wonnen werden konnen. Dadurch ist es auch moglich Untersuchungen (z.B. 
molekularbiologische) an einer groReren Population von phanotypisch differen- 
zierten ES-Zellen vorzunehmen. 

d) Da die das fluoreszierende Protein exprimierenden ES-Zellen nach Aktivierung 
herzspezifischer Promotoren im EB sichtbar werden, kann das Wachstum der 
herzspezifischen Zeilen unter phamiakoiogisch/toxikologischen Bedingungen in 
einem recht einfachen Verfahren bestimmt werden. FQr routinemaBige Untersu- 
chungen der Wirkung verschiedener Substanzen auf die Herzzelidifferenzierung 
konnte das Areal im EB von fluoreszierendes Protein exprimierenden Zeilen zu 
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt werden und somit Aussagen gemacht 
werden, ob diese Substanzen die Differenzierung von Herzzellen quantitativ und 
quaiitativ beeinflussen. Fur quantitativ prazisere Aussagen konnten die Zeilen 
dissoziiert und dann der FACS-Sortierungstechnik unterzogen werden (Fig. 4). 

Die Erfindung betrifft schlieBlich ein Verfahren zur Erzeugung tansgener nicht- 
menschiicher Sauger mit zelltypspezifischer Expression eines nicht-zellschadigen- 
den fluoreszierenden Proteins, umfassend 

- Injizieren von erfidungsgemai^en ES-Zellen in Blastozysten von nicht-menschlichen 
Saugem und 

- Obertragen der Blastozysten in Leihmutter; die durch dieses Verfohren erhaltliche 
transgene nicht-menschliche SSuger sowie ein Verfahren zur Untersuchung von 
Entwicklungsstufen von Zeilen nicht-menschlicher S§uger, umfassend die Untersu- 
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Chung der entsprechenden gekennzeichneten Zellen von erfindungsgema&en nicht- 
menschlichen Saugem durch fluorimetrische Verfahren. 

Im Ganztier kann durch das erfindungsgema&e Untersuchungsverfehren erstmals in 
vivo eine genaue Zelltypisiemng vorgenommen werden. So sollten bererts in den 
frOhen Organaniagen der Embryonen fiuoreszierende Herzzellen beobachtet wer- 
den, was eine in vivo Beobachtung der Herzentwicklung in der friihembryonalen 
Phase moglich machen wQrde. Auch dadurch konnten zu verschiedenen Entwick- 
lungsstufen die Herzzellen leicht identifiziert werden. 

Die Erfindung wird weiterhin durch folgende Figuren und Beisplele eridutert. 

Fiour 1 zeigt den in Beispiel 1 venwendeten Reportergenkonstrukt pCX-(B-act)GFP- 
Neo. 

Fiqur 2 zeigt den in Beispiel 2 yenA/endeten Reportergenkonstrukt pCX-(a-act)GFP- 
Neo(DSM 11633). 

FiQur 3. Teil A : Gezeigt sind 2 junge EBs in Suspension unter transmlttiertem Licht 
(Aa) und unter 488 nm Exzitation (Ab). Da sich in diesen frQhen EBs noch keine 
Herzzellen differenziert haben, ist keine grune Fiuoreszenz sichtbar. 
Tell B : EB nach 3 Tagen Platierung (7+3 Tage) unter transmittiertem Licht (Ba), bei 
488 nm Fluoreszenzexzitation (Bb) und in Kombination von transmittiertem Licht und 
488 nm Fluoreszenzexzitation. In diesem EB konnte ein relativ kleines, spontan 
schlagendes Area! beobachtet werden. Dies entspricht dem Teil des EB mit sponta- 
nen Kontraktionen. Die EBs wurden mit einer 20-fachen VergroQerung aufgenom- 
men. 

Fiqur 4: Gezeigt sind die mitteis FACS-Methode erstelKe Verteilungshistogramme 
von Zellen aus EB's, die aus ES-Zelien mit pCX-(a-act)GFP-Neo gewonnen wurden. 
Das Konstrukt wurde mitteis AatI linearisiert. so daK der CMV-iE Enhancer zerstfirt 
wurde. 

(a) ES-Zelien 

(b) nach 2 Tagen Suspension (2 + 2 Tage) 

(c) 5 Tage nach Platieren (7+5 Tage) 

x-Achse: Intensitat der GFP Fiuoreszenz (FACS-Einheiten), y-Achse: gezShlte Zellen 
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Beispiele 

Beispiel 1: Herstellung stabiler ES-Ze!linien, die GFP unter einem starken ubiquita- 
ren Promotor exprimieren. und Differenzierung und Eigenschaften von Kardiomyo- 
zyten, die von diesen Zellen abstammen. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstnjkts: Der von Dr. Okabe (University of 
Osaka, Japan) zur VerfOgung gesteilte pCX-GFP-Expressionsvektor, der eine GFP- 
codierende Sequenz unter einem Huhn-a-Actin-Promotor enthSIt (M. Ikawa, K. Ko- 

minami, Y. Yoshimura, K. Tanaka, Y. Nishimune und M. Okabe, Develop. Growth 
Differ. (1995) 37, 455-459), wurde wie folgt modifiziert: 

Bin Sall-Xbal-Restriktlonsfragment, das ein Neomycin-(G418)-Resistenz-Gen von 
pTL2Neo enthlelt (von Dr. Tarakhovsky zur Verfugung gestelK), wurde durch Ligasie- 
rung mit glatten Enden in die Sall-Stelle von pCX-GFP eingesetzt Das resuitierende 
Konstrukt pCX-((i-act)GFP-Neo (Figur 1) wurde fQr die Elektroporation von D3-Zellen 
venA/endet. 

b) Elektroporation und Selektionsverfahren: Das pCX-(li-act)GFP-Neokonstrukt 
wurde mit Restriktase Seal iinearisiert (auKerhalb der GFP-Expressionscassette) und 
fiir die Elektroporation der DS-Linte von ES-Zeilen unter den folgenden Bedingungen 
venA^endet: 

DNA: 20-40 pg, Zellen: 7 x 10/ml in 0,8 ml PBS-Puffer, Elektroporationskuvette 
BioRad 0,4 cm (Kat.-Nr. 165-2088). Eiektroporationsapparatur BioRad (Gen Pulser), 
240 V. 500 pF. 

Nach der Elektroporation wurde die Zellsuspension 20 min auf Eis gelegt und dann 
auf eine 10-cm-Petrischale mit Gewebequalitat mit G418-Resistenz-Feederschicht in 
10 ml DMEM-Medium mit 15% FCS (Kalberfetusserum) ubertragen. Zwei Tage sp§- 
ter wurde 300 pg/ml Neomycin (G418, Gibeo) hinzugefugt. um G418-resistente Zel- 
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len zu selektieren. Das Medium mit G418 (300 \ig/m\) wurde jeden zweiten Tag aus- 
getauscht. Nach 8 bis 10 Tagen Selektion erschienen wirkstoffreststente Kolonien, 
die durch Fluoreszenzmlkroskopie auf GFP-Expression getestet wurden. 

Etwa 95% der G418-resistenten Kolonien zeigten eine starke GFP-Expression 
(griines Leuchten). was auf ein hohes Ausma& an Aktivitat des &-Actin-Promotors 
(H-Actin ist eines der Hauptproteine des Cytoskeletts) in ES-Zellen hinweist. Die 
Kolonien wurden durch Ansaugen mit einer Pasteur-Pipette aufgenommen, einzein 
trypsinlsiert und anschliefiend fQr die Vemiehrung auf 48- und 24-Napf-Ptatten mit 
Feederschichten mit G418 (300 yg/ml) Qbertragen. Schlie&llch wurden mehrere 
stabile ES-Klone, die 1 bis 5 Kopien des GFP-Gens unter der Kontroile des Huhn-&- 
Actin-Promotors trugen, ermittelt und zur Erzeugung embryoider Korper (EBs) ver- 
wendet. 

c) Differenzierung und Analyse der Kardiomyozyten: EBs wurden nach dam Stan- 
dardverfahren der "hangenden Tropfen" entwickelt (A. Wobus, G. Walluka und J. 
Hescheler; Differentiation (1991)48, 173-182). 

In alien Stadien der Entwicklung vor dem Ausstreichen zeigten die EBs, die von ES- 
Zellen mit integriertem GFP-Expressionsvektor unter der Kontroile des B-Actin-Pro- 
motors abstammten, unter dem Fluoreszenzmikroskop ein starkes grunes Leuchten. 
Nach dem Ausstreichen verteilte sich die GFP-Expression in ungleichen Anteilen 
zwischen verschiedenen Zelltypen, die im Laufe der Differenzierung auftraten. Das 
hellste grune Leuchten in EBs nach dem Auftreten kontraktiier Myocardiocyten fdllt 
mit entsprechenden schlagenden Bereichen und nicht mit schlagenden Kemteilen 
(zentraien Teilen) von EBs zusammen. 

Andere Bereiche der EBs zeigen verschiedene Ausma&e der GFP-Expression von 
stark bis schwach, was auf die bekannte weit verbrettete Expression von &-Actin als 
Hauptkomponente des Cytoskeletts bei vielfditigen Zelitypen hinweist 

Diese visuellen Beobachtungen warden durch Histogramme der Verteilung der GFP- 
Expression in den Zeiipopulationen in den sich entwickienden EBs bestatigt, die man 
durch FACS-Analyse (Flow Cytofluorimetry) erhalL Sie zeigen die Linksverschiebung 
und Vergro&erung anfangs scharfer, symmetrischer Peaks des Htstogramms. was 
einen Ubergang von hoher und relativ homogener GFP-Expression in einer Popula- 
tion proiiferierender undifferenzierter ES-Zellen zu einer breiten Verteilung derselben 
auf die Population sich differenzierender Zelitypen anzeigt 
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EBs wurden mittels Kollagenase dissoziiert und auf Objekttragem ausgestrichen und 
anschlie&end 2-3 Tage lang kultiviert, bevor elektrophysioiogische Messungen nach 
dem Standardverfehren vorgenommen wurden (V. Maltsev, A.Wobus, J. Rohwedei, 
M. Bader und J. Heschelen Circ. Res. (1994) 75(2). 233-244). 

Isoiierte, spontan schlagende Kardiomyozyten, die GFP stark exprimieren, weisen 
alle elektrophysiologischen Eigenschaften auf, die fur Kardiomyozyten typisch sind 
einschiieSlich Aktionspotentialen, Ca^*-, Na*-, K*- und I^Strdmen, was durch die 
Patch-Clamp-Technik gezeigt wurde. 

Stabile ES-Zellinien, die aufgrund eines in das Genom integrierten Expressionsvek- 
tors GFP stark exprimieren, kfinnen sich also zu funktionell reifen kcntraktilen Kar- 
diomyozyten difiierenzieren, die dieselben elektropiiysiologischen Grundelgenschaf- 
ten haben wie Kardiomyozyten, die sich aus "nomialen" D3-Zellen differenziert ha- 
ben. 

BeisDiel 2: Herstellung stabiler ES-Zellinien, die GFP unter einem herzspezifischen 
Promotor in sicli diffierenzierenden Kardiomyozyten exprimieren. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukts: Aus dem von Dr. M. McBumey 
(University of Ottawa, Kanada) zur VerfQgung gestelltem Plasmid pPv/B-Act-lacZ, 
das das Segment (-440 +6) des herzspezifischen Human-a-Actin-Promotors enthielt 
(A.Minty, L Kedes; Molecular and Cellular Biology (1986) 6, 2125-2136; G. Pari. K. 
Jardine und M. McBumey; Molecular and Cellular Biology (1991) 11. 4796-4803), 
wurde der Promotor durch die Restriktionsenzyme Sail und Hindlll herausgeschnit- 
ten. Der pCX-GFP-Expressionsvektor (slehe Beispiel 1) wurde - um den Huhn-B- 
Actin-Promotor durch den herzspezifischen a-Actin-Promotor zu ersetzen - mit den 
Restriktasen SnaBI und Apal gespalten, wobei der Huhn-R-Actin-Promotor heraus- 
geschnitten wurde. Nachfotgend wurde durch Ligaslemng mit glatten Enden das 
oben genannte Sall-Hindlll-Fragment des herzspezifischen a-Actin-Promotors einge- 
fOgt. Die Restriktasen Tth111l, Sail und HInfl wurden venwendet, um Plasmidklone 
zu seiektieren, bei denen der herzspezifische a-Actin-Promotor in der richtigen 
Orientierung zur GFP-codierenden Sequenz eingesetzt war. Dann wurde ein 
Neomycin-<G418)-Resistenz-Gen, wie in Beispiel la) beschrieben, In die Sall-Stelle 
eingesetzt, und das resultierende Plasmid pCX-(a-act)GFP-Neo (Figur 2) wurde fur 
die Elektropcration von D3-Zellen venvendet. 

b) Elektroporation und Selektionsverfahren: Das pCX-(a-act)GFP-Neo wurde mit 
Seal (aufiertialb der GFP-Expressionscassette, wie in Beispiel lb) beschrieben) oder 
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mit AatI linearisiert, urn den Cytomegalovlrus-(CMV-iE)-Enhancer zu zerstflren 
(siehe unten). Die Elektroporation und das G418-Selelctionsverfahren wurden, wie in 
Beispiel 1b) beschrieben, durchgefuhrt 

c) Analyse der Zellpopulation und GFP-Expression unter der Kontrolle des herzspe- 
zifischen a-Actin-Promotors wahrend der Dlfferenziemng von Kardiomyozyten: EBs 
wurden, wie in Beispiel 1c) beschrieben, entwickelt. Im Unterschied zu den oben be- 
schriebenen Mustem der GFP-Expression unter der Kontrolle des B-Actin-Promotors 
weisen ES-Zellen. die das in das Genom integrlerte pCX-(a-act)GFP-Neo tragen, 
kein Oder nur ein sehr schwaches durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbares Signal 
auf. Die FACS-Analyse zeigt, da& das mittlere Niveau der grunen Fluoreszenz von 
D3-Zellen mit durch Sad linearisiertem pCX-{a-act)GFP-Neo etwa 35- bis 40mal 
geringer ist als bei Zellinien, die pCX-(B-act)GFP-Neo tragen, Wahrend der 
Entwickiung der EBs wurde eine Rechtsverschiebung und VergroSerung des An- 
fangspeaks des durch FACS erhaltenen GFP-Fluoreszenz-Histogramms erhaiten. 
Die schlagenden Bereiche, die 2 bis 4 Tage nach dem Ausstreichen der EBs auftra- 
ten, zeigen ein durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbares grQnes Leuchten, das mit 
dem Niveau der GFP-Expression in ES-Zellen, die pCX-(B-act)GFP-Neo tragen, 
vergieichbar ist. Mogiicherweise sind die schlagenden Bereiche, die aus funktionell 
reifen Kardiomyozyten bestehen, nur Bereiche mit starkem sichtbarem Leuchten 
unter anderen Zelltypen in sich entwickelnden EBs. Bei taglicher Oberwachung istes 
moglich, 1 bis 1,5 Tage, bevor sie zu schlagen beginnen, getrennte leuchtende Be- 
reiche nachzuwetsen. 

Der herzspezifische Charakter. der GFP-Expression wurde durch a-Actin-spezifi- 
sches Immun-Anfiirben einzelner Zellen bestatigt, das mit der GFP-Expression unter 
der Kontrolle des herzspezifischen a-Actin-Promotors korreliert. 

d) Herstellung von ES-Zellinien mit geringem ursprunglichem unspezifischem Niveau 
der GFP-Expression: Die oben genannten ES-Klone mit integriertem pCX-(a- 
act)GFP-Neo zeigten eindeutige Kardiomyozyten-spezifische Expressionsmuster, 
was zu einem erkennbaren Zusammen^llen leuchtender und schlagender Bereiche 
fuhrte. Das anfangliche Niveau der GFP-Expression dieser undifferenzierten Zellen, 
das 5- bis lOmal hfiher liiegt als bei einer negativen Kontrolle (intakte ES-Zellen). 
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konnte jedoch das Auffinden der Zeilen bei den aiierersten Schritten der Differen- 
zierung behindem. 

Um das ursprungliche Niveau der unspezifischen GFP-Expression zu senken, wurde 
sine Anzahl neuer Zellinien erzeugt, wobei pCX-(a-act)GFP-Neo verwendet wurde, 
das mit Aatl-Restriktase linearisiert wurde (Figur 2), um eine ZerstSrung des CMV- 
lE-Enhancers zu ermoglichen. Letzterer war im ursprungiichen Expressionsvektor 
vorhanden, und es wurde angenommen, da& er der Grund fiir den anfanglichen un- 
spezifischen "Hintergrund" war. 

Nach der Elektroporation und dem Selektionsverfahren zeigten die G418-resistenten 
Klone eine viei hfihere Diveislfikation der anfaingiichen GFP-Expression als Klone 
mit intaktem CMV-IE-Enhancer. Mehrere ES-Kione mit niedrigstem "Hintergrund" 
wurden durch FACS-Screening ausgewMhit. Diese Kione haben eine etwa 5mal 
niedrigere An^ngsfluoreszenzintensitSt und konnten mit Zellen der negativen Kon- 
troiie (Wildtyp) ohne GFP-Vektor vergleichbar sein. Nacli der Henstellung von EBs 
aus entsprechenden ES-Zellklonen zeigten mehrere davon eine sowohl durch Fluo- 
reszenzmikroskopie als auch durch FACS^Anaiyse nachweisbare GFP-Expression in 
sich differenzierenden Kardiomyozyten. Die FAC&Analyse zeigt eine hohe Aufld- 
sung zwischen Zellen. die zur herzspezifischen Diffierenzierung ubergegangen sind, 
und dem Rest der Zellpopulation, die wShrend der EB-Entwickiung den ausgeprag- 
ten eins-zu-zwei-Peakcharakterder Histogrammdynamik zeigten (Fig. 4). 

Der beschrlebene Ansatz eriaubt es also, die Differenzierung von ES-Zellen zu Kar- 
diomyozyten "In vitro" zu untersuchen, wobei der GFP-Expressionsvektor mit 
herzspezifischem Promoter als "lebendes" Repoter-Gensystem venwendet wird, der 
Zellen in den fruheren Schritten der Entwicklung sichtbar macht. 

Das vorstehend beschrlebene Plasmid pCX-(a-act)GFP-Neo wurden am 27.06.97 
bei der Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Maschroder Weg lb, D-38124 Braunschweig, unter der Bezeichnung DSM 11633 
hinterlegt. 
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PatentansprCiche 

1. Embryonaie Stammzellen (ES-Zeilen) nicht-menschlicher Sauger, die mit 
einem DNA-Konstrukt, umfassend 

- eine fOr ein nicht-zellschadigendes fluoreszierendes Protein codierende 
DNA-Sequenz und 

- einen mit dieser DNA-Sequenz operativ verknQpften, zell- und/oder entwick- 
lungsabhdngigen Promotor 

stabil transfiziert sind. 

2. ES-Zellen gemdH Anspruch 1, wobet die ES-Zelien von Nagem, insbesondere 
von Mausen, stammen. 

3. ES-Zellen gemaH Anspruch 1 oder 2, wobei das nicht-zellschddigende fluo- 
reszierende Protein ausgewahit ist aus Green Fluorescent Protein (GFP), Red 
Fluorescent Protein und Blue Fluorescent Protein und insbesondere GFP Ist 

4. ES-ZellengemdH irgendeinem der Anspruche 1 bis 3, wobei der Promotor ein 
for Herzzelien, neuronale Zellen, Giiazelien, hamatopoietische Zellen, Endo- 
thelzellen, glatte Muskelzellen, Skelettmuskelzellen, Knorpelzellen. Fibro- 
biasten oder Epithelzellen spezifischer Promotor ist. insbesondere ein fur 
Herzzellen spezifischer Promotor ist. 

5. ES-Zeilen gemSK Anspruch 5, wobei der Promotor ausgewdhK ist aus den 
Promotoren Nkx-2.5. Human-a-Actin und MLC-2V und insbesondere der 
herzspezifische Human-a-Actin Promotor ist. 

6. ES-Zellen gemaB irgendeinem der Anspruche 1 bis 5, wobei das DNA-Kon- 
strukt weitere funktionelle DNA-Sequenzen. insbesondere Enhancer- und 
Selektionssequenzen, aufweist. 
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7. Verfahren zur Herstellung der ES-Zellen gema& irgendeinem der Anspruche 1 
bis 6, umfeissend 

- Einbringen eines wie in Anspruch 1 und 3 bis 6 definierten DNA-Konstrukts 
. in Ausgangs-ES-Zellen nicht-menschiicher Sduger und 

- Screenen nach stabil transfizierten ES-Zellen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Einbringen durch Elektroporation er- 
folgt 

9. DNA-Konstrukt gemaQ irgendeinem der Anspruche 1 und 3 bis 6. 

10. DNA-Konstrukt gemafi Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da& es Piasmid 
pCX-(a-act)GFP-Neo (DSM 11633) ist. 

1 1 . Zellkultur mit zelltypspezifischer Expression eines nicht-zellschadigenden fluo- 
reszlerenden Proteins erhaltiich durch KuKivieren der ES-Zellen gemaQ ir- 
gendeinem der Anspruche 1 bis 6 in vitm. 

12. Zellkultur gemail Anspruch 1 1 , wobei die Zeilen als Aggregate vorliegen. 

13. Verfahren zur toxikologischen Priifung von Substanzen, umfassend die Unter- 
suchung der Auswirkungen dieser Substanzen auf Zellkulturen gemafi An- 
spriichen 1 1 oder 12 mitteis fluorimetrischer Verfahren. 

14. Verfahren zur Erzeugung tansgener nicht-menschiicher Sauger mit zelltyp- 
spezifischer Expression eines nicht-zellschSdigenden fluoreszierenden Pro- 
teins, umfassend 

- Injizleren von ES-Zellen gemaR irgendeinem der Anspruche 1 bis 6 in Blas- 
tozysten von nicht-menschlichen Saugem und 

- Obertragen der Blastozysten in Leihmutter. 

15. Transgene nicht-menschliche Sauger erhaltiich durch das Verfahren gema& 
Anspruch 14, 
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16. Verfohren zur Untersuchung von Entwicklungsstufen von Zellen nicht- 
menschlicher Sduger, umfessend die Untersuchung der entspiechenden ge- 
■ kennzeichneten Zellen von nicht-menschlichen SSugem gemdB Anspruch 15 
durch fluorimetrische Verfahren in wtm. 
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